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ACIDE NUCLEI QUE CODANT POUR L» ENZYME DE CONVERSION DE 
L 1 ANGIOTENSINS (ECA) TESTICULAIRE HUMAINE, ET SES 
APPLICATIONS / NOTAMMENT POUR LE DEPI STAGE IH VITRO 
DE CETTE ENZYME DANS L 1 ORGANISMS • 

L 1 invention concerne un acide nucleique codant 
pour l 1 enzyme de conversion de 1 'angiotensine (ECA) 
dans les cellules germinales de testicules humains 
ainsi que des vecteurs contenant cet acide nucleique 
et 1 •utilisation de ces derniers pour la production de 
cette enzyme. L' invention concerne 6galement les 
applications de cet acide nucleique, notamment pour le 
depistage in vitro de cette enzyme dans I'organisme. 

L 1 ECA , ou peptidyl dipeptidase A (EC 3*4.15.1) , 
ou encore kininase II, joue un role important dans la 
regulation de la pression arterielle, en hydrolysant 
I 1 angiotensine I (peptide inactif libere apres clivage 
de I'angiotensinogene par la r6nine) en angiotensine 
II vasopressive jouant un role majeur dans la 
regulation de la pression arterielle (SKEGGS, L.T., et 
al (1956) J. Exp. Med., 103, 295-299). 

L 1 inhibition de l'activite de l^CA par l'EDTA 
et les chelateurs de metaux, indique qu'il s'agit 
d*une metallopeptidase, plus particulierement d f une 
peptidase a zinc, capable d"hydrolyser, non seulement, 
l 1 angiotensine I, mais aussi la bradykinine (un 
peptide vasodilateur et natriuretique qu'elle 
transforme en un heptapeptide inactif) , et de nombreux 
autres peptides a activite biologique (YANG, H.Y.T. 
et al (1970) "Biochim. Biophys. Acta, 214 , 374-376 ; 
ERDOS, E.G., et al (1987) Lab. Invest., 56, 345-348). 

L f ECA est une peptidase largement distribute dans 
l'organisme, que l'on retrouve par exemple sous forme 
d' enzyme membranaire a la surface des cellules 
endotheliales vasculaires, et des cellules 
epitheliales renales, ainsi que sous forme d 1 enzyme 
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circulant dans le plasma (ERDOS, et al (1987) sus- 
mentionne ; cardwell, p.r.b. et al, (1976, science, 
191, 1050-1051 ; RYAN, U.S. et al (1976) Tissue Cell, 
8, 125-145). 

Des methodes de purification de l-ECA 
endotheliale humaine ou animale ont deja ete 

decntes (notamment dans bull h.g. et al, (i 98 5)j 
Biol. Chem., 260, 2963-2972 ; HOOPER, N.M. et al " 
(1987) Biochem. J. , 247, 85 - 93) , et ^elques sequences 
peptidigues de 1 -EGA endothelials d-origine animale 
ont ete publiees (BERNSTEIN, K.E. et al (1988) 
Kidney Int., 33, 652-655; HARRIS, R.B. et al (1985) J 
Biol. Chem., 260, 2208-2211; IWATA, K. et al (1982) 
Biochem. Biophys. Res. Commun, 107, 1097-1103 ; IWATA 
K. et al (1983) Arch. Biochem. Biophys., 227, i 88 -201 
; ST CLAIR, D.K. et al (1986) Biochem. Biophys. Res. 
Commun, 141, 968-972 ; SOFFER, RL. et al (1987) Clin. 
Exp. Hyp. A9, 229-234). 

Quelgues essais de clonage de 1 *ADN codant pour 
1 EGA animale ont ete effectues a partir de deux 
organes riches en ECA, les reins et les poumons, mais 
aucun acide nucleigue complet codant pour 1'ECA 
animale n»a cependant ete decrit ; seuls quelques 
fragments d'un tel acide nucleigue ont ete decrits 
( DELUCA-FLAHERTY , C. et al (1987, Int. J. Peptide 
Protein Res., 29, 678-684 ; BERNSTEIN K.E. et al 
(1988), J. fiiol. Chem., 263, 11021-11024). Le S 
quantites d ' ARN messager (ARNm) codant pour 1'ECA sent 
probablement trop faibles dans ces organes pour 
permettre facilement l e clonage d'un adn 
complementaire (ADNc) de cet ARNm. 

Le clonage de l-ADN codant pour 1'ECA des 
cellules endothelials humaines a ete realise pour la 
Premiere fois par les auteurs de la presente demande ; 
la sequence nucleotidique complete de 1 'ADN codant 
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utilises pour la determination de l'acide nucleique 
codant pour l'ECA testiculaire humaine. 

Une etude approfondie de l'acide nucleique de 
1' invention, ainsi que du polypeptide deduit a partir 
de ce dernier et correspondant a l'ECA testiculaire 
humaine, conduit aux observations suivantes : 

- la sequence composite de l'ADNc de l'ACE 
testiculaire est de 2477 nucleotides, est delimitee 
par les nucleotides correspondant aux positions 1 et 
2477 de la figure l. La sequence nucleotidique, 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 29 
et 2224 de la figure 1, contient une phase de lecture 
ouverte codant pour un polypeptide de 732 acides 
amines. Cette sequence nucleotidique est constitute 
d'une sequence d'ADN delimitee par les nucleotides 
correspondant aux positions 29 et 91 de la figure l 
susceptible de coder pour un peptide signal de 21 
acides amines, et d'une sequence d'ADN delimitee par 
les nucleotides situes aux positions 92 et 2224 de la 
figure 1 susceptible de coder pour une proteine 
mature de 711 acides amines ; 

- la sequence nucleotidique delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 228 et 2224 de la 
figure 1 est identique a celle delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 1944 a 3940 codant 
pour les 665 derniers acides amines de l'ECA 
endotheliale humaine et representee sur la figure 2 de 
1' article de SOUBRIER et al sus-mentionne ; 

la sequence nucleotidique delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 29 et 229 codant pour 
les 67 premiers acides amines de la proenzyme 
testiculaire (ou precurseur de 1 'enzyme testiculaire), 
et plus particulierement la sequence delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 92 et 229 codant pour 
pour les 46 premiers acides amines de 1' enzyme 
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pour I 1 EGA endotheliale, ainsi que la sequence en 
acides amines de cette dernifere sont decrits dans 
1' article de SOUBRIER F. et al paru dans Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA, 85, pp 9386-9390 (1988). 

Une activite enzymatique du type de celle de 
1 f ECA a egalement 6te mise en Evidence dans les 
testicules humains et animaux (J.J. LANZILLO et al, J. 
Biol. Cheat. , 260 , pp 14938-14944 (1985)). 

Toutefois, la structure de 1 1 ECA des testicules 
humains (ou encore designee par I 1 expression ECA 
testiculaire) n'est pas connue a l"heure actuelle; et 
aucune sequence de l'ADN codant pour cette ECA 
testiculaire n"a ete decrite jusqu'a maintenant. S.N. 
ROY et al affirment en 1988 dans un article de 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 155 : 678-684, avoir 
isol6 des clones mais ils ne donnent pas la sequence 
des clones. 

La presente invention a precisement pour objet le 
clonage et le sequen?age de l'acide nucleique codant 
pour l^CA testiculaire humaine ; ce travail a ete 
realise a partir de deux banques d'ADN complement a ires 
d'ARNm provenant de testicules hvunains et de sondes 
nucleotidiques correspondant a 1 f ECA endotheliale. Les 
techniques utilisees pour le clonage et le sequengage 
de l'acide nucl6ique selon 1' invention seront plus 
particulierement decrites dans la description 
detaillee de l 1 invention. 

II sera fait reference dans ce qui suit, aux 
figures dans lesquelles : 

- la figure 1 represente l'acide nucleique ainsi 
que le polypeptide, deduit de ce dernier, 
correspondant a l'ECA testiculaire humaine ; 

- la figure 2 represente les positions 
respectives des acides nucleiques des quatre clones 
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testiculaire mature, sont particulierement specif iques 
de 1 1 ECA testiculaire ; 

- le polypeptide comprenant une sequence His-Glu-Met- 
Gly-His correspondant aux acides amines situes aux 
positions 414 a 418 de la figure 1, pourrait 
constituer une partie du site actif de 1 r ECA 
testiculaire. 

La presente invention concerne done tout acide 
nucleique caracterise en ce qu'il comprend toute ou 
partie de la sequence nucleotidique de la figure 1, 
cette partie comprenant elle-meme toute ou partie de 
la sequence nucleotidique delimitee par les 
nucleotides situds aux positions 29 et 229 de la 
figure 1, et en ce qu'il code pour un polypeptide 

suceptible d'etre reconnu par des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux reconnaissant 

specifiquement tout peptide issu de la sequence 
peptidique delimitee par les acides amines situes aux 
positions 1 a 67 de la figure 1, 

et, le cas echant, capable d'hydrolyser 
l'angiotensine I et/ou les kinines, notamment la 
bradykinine, 

ou tout acide nucleique ne se distinguant du precedent 
au niveau de sa sequence nucleotidique que par des 
substitutions de nucleotides n'entrainant pas la 
modification de la sequence en acides amines du susdit 
polypeptide dans des conditions propres a lui faire 
perdre les susdites proprietes. 

L* invention concerne plus particulierement tout 
acide nucleique comprenant la sequence d f ADN delimitee 
par les nucleotides situes aux positions 29 et 2224 de 
la figure 1, et codant pour la pre-ECA testiculaire 
humaine (ou pro-enzyme) de 732 acides amines ; les 21 
premiers acides amines du cote N-terminal representent 
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le peptide signal, et les 711 acides amines restant 
representent l f ECA testiculaire humaine nature. 

L 1 invention concerne 6galement tout acide 
nucleique comprenant la sequence d'ADN delimitee par 
les nucleotides situes aux positions 92 et 2224 de la 
figure 1, et codant pour l'ECA testiculaire humaine 
mature. 

Parmi les acides nucieiques conformes a 
l 1 invention, on citera notamment celui comprenant une 
sequence d'ADN s*etendant entre, d'une part, un 
nucleotide situe entre les positions 1 a 92 et, 
d 1 autre part, un nucleotide situe entre les positions 
229 a 2224 de la figure 1. 

L* invention a plus particulierement pour objet 
tout acide nucleique comprenant la partie de la 
sequence nucleotidique de la figure 1 qui est 
specif ique de l'ECA testiculaire, a savoir tout acide 
nucleique contenant la sequence nucleotidique 
s'etendant entre, d'une part, le nucleotide situe a la 
position 29, et, d 1 autre part, le nucleotide situe a 
la position 227 de la figure 1, ou tout acide 
nucleique contenant une sequence issue de cette 
derniere . 

A ce titre, I 1 invention concerne egalement : 

- tout acide nucleique comprenant une sequence d'ADN 
d 1 environ 15, et de preference 45, a 201 nucleotides, 
issue de la sequence nucleique s'etendant entre le 
nucleotide situe a la position 29 et le nucleotide 
situe a la position 227 de la figure 1, 

- tout acide nucleique comprenant une sequence d'ADN 
d' environ 15, et de preference 45, a 135 nucleotides, 
issue de la sequence nucleique s'etendant entre le 
nucleotide a la position 92 et le nucleotide situe a 
la position 227 de la figure 1. 
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L 1 invention concerne aussi les acides nucleiques 
derives de ceux sus-mentionn6s, et dont les sequences 
nucleotidiques sont modifiees dans les limites 
autorisees par la degenerescence du code genet ique, 
des lors que les polypeptides codes par ces acides 
nucleiques conservent soit une structure primaire 
identique, soit leurs proprietes immunologiques , et , le 
cas echeant enzymatiques . 

De telles modifications non limitatives 
conduisent par exemple a des acides nucleiques 
variants qui se distinguent des acides nucleiques 

ci-dessus : 

- par addition et/ou 

- suppression d'un ou de plusieurs nucleotides 

et/ou 

- modification d'un ou de plusieurs nucleotides. 
L f invention a plus particulierement pour objet 

tout acide nucleique presentant la caracteristique de 
s'hybrider specif iquement avec l 1 acide nucleique 
represents sur la figure 1, notamment dans les 
conditions definies ci-apres : 

- denaturation de I 1 acide nucleique (lorsqu'il 
est sous forme d 1 ADN double brin) susceptible de 
s'hybrider avec celui de la figure 1, avant sa 
fixation sur le support, defini ci-dessous, par 
traitement a l^ide d f une solution alcaline (0,5 M 
NaOH) , suivie d'un passage a pH neutre. 

traitement de prehybridation du support 
(filtre de nitrocellulose ou membrane de nylon), sur 
lequel est fixe I 1 acide nucleique susceptible de 
s'hybrider avec celui de la figure l f a 50 9 C pendant 3 
heures avec une solution ayant la composition suivante 
: 25 mM KP0 A , pH 7,4 ? 5 x SSC ; 5 x Denhardt-s ; 50 
/xg/ml d'ADN de sperme de saumon sonigue ; 0,1 % Sodixim 
Dodecyl Sulfate (SDS ou NaDod S0 A ") , 



WO 91/00354 



PCI7FR90/00513 



8 

- replacement de la solution de pre-hybridation 
au contact du support par une solution tampon ay ant 
une composition identique a celle de pre-hybridation 
indiquee ci-dessus, (plus eventuellement 10 % de 
Dextran) , et comprenant 1' acide nucl6ique de la figure 

1 en tant que sonde marquee, notamment de maniere 
radioactive, et prealablement denaturee par un trai- 
tement a 90 *C pendant 3 minutes, 

- incubation pendant 12 heures a 60 °C, 

- lavages successifs avec les solutions suivantes : 

2 x SSC, pendant 30 minutes a 60 °C a 2 
reprises , 

. 1 x SSC, 0,1 % SDS pendant 1 a 2 fois 15 
minutes a 65'C. 

II est a rappeler que la composition de la 
solution de Denhardt est la suivante : 1 % ficoll, 1 % 
polyvinylpyrrolidone, 1 % BSA (albumine de serum de 
boeuf) , et que 1 x SSC est une solution 0,15 M de NaCl 
et 0,015 M de citrate de sodium, pH 7. 

L 1 invention concerne egalement tout acide nu- 
cleique presentant la caracteristique de s'hybrider 
specif iquement avec 1" acide nucl6ique de la figure 1 
dans des conditions non stringentes reprenant les 
caracteristiques essentielles des conditions strin- 
gentes definies ci-dessus, sauf pour ce qui concerne 
la temperature qui est de 40 °C dans les conditions non 
stringentes, et les lavages successifs qui, dans les 
conditions non stringentes, sont realises a 1 'aide de 

2 x SSC avec ou sans SDS h 45 °C pendant 15 minutes a 2 
reprises. 

L' invention a egalement pour objet tout acide 
nucl6ique susceptible de s'hybrider avec les acides 
nucleiques issus de celui de la figure 1 tels que 
d6finis ci-dessus, ou leurs sequences complementaires, 
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notamment dans les conditions d' hybridation ddcrites 
ci-dessus. 

L • invention vise egalement les sondes nucleo- 
tidiques susceptibles de s'hybrider avec la totalite 
de l'acide nucl6ique de la figure 1, ou avec tout 
fragment tel que d^fini ci-dessus de cet acide 
nucleique, ainsi qu»avec 1 1 ARN messager codant pour 
l'ECA testiculaire et avec le gene humain responsable 
de 1 'expression de 1 f ECA testiculaire, notamment dans 
les conditions d' hybridation definies ci-dessus, ou 
leurs sequences complementaires. 

II va de soi que les conditions d 1 hybridation 
stringentes ou non stringentes, definies ci-dessus 
constituent des conditions preferees pour 
I 1 hybridation, mais ne sont nullement limitatives et 
peuvent etre modifiees sans affecter pour autant les 
proprietes de reconnaissance et d 1 hybridation des 
sondes et des acides nucleiques sus-mentionnes . 

Les conditions salines et de temperature, au 
cours de 1 'hybridation et du lavage des membranes, 
peuvent etre modifiees dans le sens d'une plus grande 
ou d'une plus faible stringence sans que la detection 
de l'hybridation en soit affectee. Par exemple, il est 
possible d 1 a j outer un pourcentage variable de 
formamide pour abaisser la temperature au cours de 
1 'hybridation. 

L' invention concerne egalement le polypeptide de 
la figure 1 correspondant a I 1 ECA testiculaire 
humaine, ainsi que tous les polypeptides, codes par 
les fragments d'ADN sus-mentionnes issus de l'acide 
nucleique de la figure 1, susceptibles d'etre reconnus 
par des anticorps polyclonaux ou monoclonaux 
reconnaissant specif iquement tout peptide issu de la 
sequence peptidique delimitee par les acides amines 
situes aux positions 1 a 67 de la figure 1, et plus 
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particulierement celle delimitee par les acides amines 
situes aux positions 22 h 67 de la figure 1, et, le 
cas echeant, de posseder une activite enzymatique du 
type de celle de l^CA testiculaire 

Parmi les polypeptides sus-mentionn§s, on 
distinguera notamment : 

- le polypeptide s'etendant entre les acides 
amines correspondant aux positions 1 et 732 de la 
figure 1 ; 

- le polypeptide s"etendant entre les acides 
amines correspondant aux positions 22 et 732 ; 

- le polypeptide dont la sequence peptidigue est 
delimitee par les acides amines situes aux positions 1 
et 67 de la figure 1, 

- le polypeptide dont la sequence peptidique est 
d61imitde par les acides amines situes aux positions 
22 et 67 de la figure l f 

- le polypeptide caract6rise par la sequence 
peptidique d* environ 5 a 67 acides amines , issue de la 
sequence peptidique delimitee par les acides amines 
situes aux positions 1 et 67 de la figure 1, 

- le polypeptide caracterise par la sequence 
peptidique d 1 environ 5 a 45 acides amines, issue de la 
sequence peptidique delimitee par les acides amines 
situes aux positions 22 et 67 de la figure 1. 

Les polypeptides precedents peuvent etre modifies 
des lors qu'ils conservent les proprietes biochimiques 
ou immunologiques ou pharmacologiques definies 
precedemment. 

Par exemple, et de fa?on non limitative, des 
polypeptides dans le cadre de !• invention peuvent se 
distinguer des polypeptides d^finis ci-dessus ; 

- par addition et/ou 

- suppression d'un ou plusieurs acides amines 

et/ou 
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- modification d'un ou de plusieurs acides 
amines, sous reserve que les proprieties biochimiques 
ou immunologiques ou pharmacologiques comme indique 
ci-dessus soient conservees. 

On concoit que l'homme de metier dispose de la 
possibility d» identifier, voire de selectionner ceux 
des polypeptides de sequences plus courtes qui entrent 
dans le champ de 1' invention. A titre de l'un des 
moyens generaux lui permettant de proceder a cette 
identification, on mentionnera, par exemple, le 
traitement du polypeptide de la figure 1 avec une 
protease clivant le polypeptide sus-mentionne dans un 
site peptidique choisi, soit dans une region N- 
terminale, soit dans une region C-terminale, suivi de 
la separation du fragment N-terminal ou du fragment 
C-terminal du restant dudit polypeptide, ce "restant" 
etant alors teste pour ses proprietes de 
reconnaissance par un anticorps monoclonal ou 
polyclonal dirige contre un peptide issu de la 
sequence peptidique delimitee par les acides amines 
situes aux positions 22 a 67 de la figure 1, et, le 
cas echeant, pour son activite enzymatique vis-a-vis 
de 1 • angiotensine et/ou de la bradykinine. En cas de 
reponse positive, l'on aura alors etabli que le 
fragment N-terminal ou C-terminal, ne jouait pas un 
r61e significatif , sinon essentiel pour la 
manifestation des proprietes immunologiques et/ou 
enzymatiques dudit polypeptide. L' operation peut 
eventuellement etre repetee pour autant que l'on 
dispose d'une protease susceptible de reconnaitre un 
autre site specif ique proche d'une extremite N- 
terminale ou C-terminale du polypeptide restant. La 
perte par le polypeptide plus petit reconnu des 
proprietes immunologiques et/ou enzymatiques du 
fragment plus long dont il etait issu peut conduire a 
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l^ypothese que le dernier fragment s6par6 jouait un 
role significatif dans la manifestation des propridtes 
enzymatiques du polypeptide de la figure 1. 

Une autre variante, plus simple que la 
prdcedente, de detection des regions de l f ECA 
testiculaire essentielles a la manifestation des 
activitds enzymatiques de cette derniere, peut etre 
bas6e sur des traitements enzymatiques d B un acide 
nucldique codant pour l'ECA testiculaire. Ce 
traitement est realist avant 1 1 incorporation de 
l 1 acide nucldique ainsi obtenu, et presume coder pour 
un polypeptide possedant des activites immunologiques 
et/ou enzymatiques du type de celle de I'ECA 
testiculaire, dans le vecteur d f expression utilise 
pour la mise en oeuvre d'un procdde de production 
dudit polypeptide dans l"h6te cellulaire approprie 
(procede qui sera plus particulierement detaille dans 
ce qui suit) . Ce traitement enzymatique peut alors 
consister soit en un emondage des extremites de 
1' acide nucleique initial (codant par exemple pour le 
polypeptide de la figure 1 en entier) , par exemple par 
une enzyme exonucleolytique, telle que Bal31, soit par 
une ou plusieurs enzymes de restriction choisie pour 
leurs sites de reconnaissance respectifs (le cas 
echeant amenages par mutagenese ponctuelle dirigee) 
dans la sequence de 1' acide nucleique initial, soit 
par I 1 addition d 1 ^ fragment d'ADN synthetique de 
jonction entre le site de coupure de I 1 enzyme de 
restriction et le debut de la region a exprimer. On 
peut ainsi supprimer a partir de 1 1 extremite 3 1 de 
1 1 ARN messager, des sequences de longueurs 
croissantes, remplacees par un codon stop de 
traduction. La m£me demarche peut s'appliquer a 
1 1 extremite 5 1 mais necessite de maintenir un codon 
d 1 initiation (ATG) , le signal peptide ou tout autre 
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sequence permettant la secretion du peptide et de 
maintenir la phase ouverte de lecture. 

L 1 acide nucleique tronqu6 obtenu peut alors etre 
teste, apres incorporation dans le vecteur choisi et 
transformation de l'hote cellulaire avec le vecteur 
recombinant obtenu, pour sa capacite a exprimer un 
polypeptide tronque correspondant , possedant encore 
les susdites proprietes immunologiques et/ou 
enzymatiques ou au contraire ne les possedant plus, 
d'ou la possibility, comme dans la variante 
precedente, d 1 identifier au sein du polypeptide de la 
figure l, les sequences jouant un role important, 
sinon essentiel dans la manifestation des proprietes 
immunologiques et/ou enzymatiques de I'ECA 
testiculaire. 

L 1 invention a egalement pour objet tout acide 
nucleique recombinant contenant tout fragment d'ADN du 
type sus-indique codant pour la pre-ECA testiculaire 
humaine, ou l'ECA testiculaire humaine mature, ou 
encore pour tout polypeptide, susceptible de posseder 
une activite immunologique et/ou enzymatique du type 
de celle de l'ECA testiculaire, associe avec un 
promoteur et/ou un terminateur de transcription 
reconnu par les polymerases de la cellule hote dans 
laquelle ledit acide nucleique recombinant est 
susceptible d f etre introduit, 

L 1 introduction dudit acide nucleique recombinant 
dans la cellule hote f est avantageusement realisee a 
I 1 aide de vecteurs, notamment du type plasmide, qui 
sont aptes a se repliquer dans ladite cellule hote et 
a y permettre I 1 expression de la sequence codant pour 
1 'enzyme. 

Ledit acide nucleique recombinant peut egalement 
etre introduit dans la cellule hote a l ! aide d'un 
vecteur viral (virus recombinant) capable d'infecter 
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ladite cellule hote, ou h I 1 aide d'un vecteur 
retroviral capable de s'integrer dans le genome de la 
cellule hote, et d'y permettre l 1 expression du 
polypeptide code par un acide nucieique selon 
1' invention, ce dernier etant sous le control e d'un 
promoteur viral, ou retroviral, actif dans la cellule 
hote . 

A titre d'exemples de vecteurs utilisables dans 
le cadre de la presente invention, on citera le virus 
de la leucemie murine de type Moloney (ou M-MuLV) 
susceptible d'infecter les cellules NIH 3T3, ou le 
baculovirus utilise pour infecter les cellules 
d 1 insectes . 

L' invention concerne done un procede de 
production de 1 *ECA testiculaire humaine, ou des 
polypeptides sus-mentionn6s issus de l f ECA 
testiculaire, qui comprend la transformation des 
cellules hotes au moyen des vecteurs sus-indigues, la 
mise en culture des cellules hotes transformees dans 
un milieu approprie et la recuperation desdits 
polypeptides soit directement a partir du milieu de 
culture, lorsque ces derniers y sont secretes 
(notamment dans le cas ou les polypeptides considers 
sont precedes d'une sequence signal lors de leur 
synthese dans la cellule hote) , soit apres lyse de la 
paroi de la cellule hote dans le cas ou les 
polypeptides ne seraient pas secretes hors de cette 
derniere. 

Les cellules hotes utilisees pour la mise en 
oeuvre du procede sus-mentionne peuvent etre des 
cellules procaryotes, notamment des cellules de E. 
coli, ou, d'une maniere plus avantageuse, des cellules 
eucaryotes, qui permettent, notamment, d'obtenir des 
proteines sous leur forme glycosyiee et mature 
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(levures, cellules CHO ou autres cellules, ou cellules 
d'insectes infectees par le baculovirus) . 

L 1 invention vise egalement un procede de 
preparation des nouveaux polypeptides sus-mentionnes 
par synthese qui comprend soit l 1 addition etape par 
etape des residus peptidiques choisis, avec l 1 addition 
ou l 1 elimination de groupes protecteurs quelconques 
des fonctions amino et carboxyle, ou addition de 
residus peptidiques choisis afin de produire des 
fragments, suivie d'une condensation desdits fragments 
en une sequence en acides amines appropriee, avec 
addition ou elimination des groupes protecteurs 
choisis. 

L 1 invention se rapporte egalement a des anticorps 
specif iques diriges contre les polypeptides ci-dessus. 
En particulier, 1' invention vise des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux diriges contre les 
sequences peptidiques sus-mentionnees. 

Un mode d'obtention d 1 anticorps polyclonaux 
contre un peptide derive de la sequence de 1"ECA 
testiculaire est brievement resume ci-apres : 
- le peptide dont la taille minimum est d" environ 5 a 
15 acides amines, est couple 

* soit a la serum albumine bovine ou a la 
KLH (hemocyanine de Keyhole Limpets (Megathura 
crenulata) si le peptide contient une cysteine, qui 
peut etre ajoutee de fagon artificielle a la sequence 
naturelle. Cette cysteine sera auparavant activee par 
le SPDP = Ester N-Hydroxysuccinimide de l«acide 
(pyridyldithio-2 ) -3 propionique , 

* soit a la KLH ou a la LPH (hemocyanine de 
l^emolymphe de Limulus polyhemas) par 1 1 intermediaire 
de la benzoquinone; 

* soit a la LPH par le glutaraldehyde, 

* soit a la LPH par le carbodiimide, 
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- le peptide coupl6 est ensuite injecte au lapin dans 
un volume 6gal d 1 adjuvant de Freund et dans le 
coussinet plantaire des pattes posterieures des 
lapins. Lors de la premiere injection, c'est de 
1' adjuvant de Freund complet qui est utilise. Ensuite 
c'est del' adjuvant incomplet, 

- une injection de rappel est pratiquee toutes les 3 a 
4 semaines, 

- entre chaque injection, un prelevement de sang est 
effectuee pour mesurer le titre des anticorps (le 
titre des anticorps est etabli en mesurant la dilution 
pour laquelle le peptide qui a servi aux injections et 
qui est marque radioactivement est lie a l 1 anticorps a 
50%) • 

Les anticorps monoclonaux sus-mentionnes peuvent 
etre produits par la technique des hybridomes dont le 
principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on inocule un des 
polypeptides ci-dessus a un animal choisi (par exemple 
souris de type Biozzi ou Balb/C) , dont les lymphocytes 
B sont alors capables de produire des anticorps contre 
ce polypeptide, Le protocole d 1 injection comprend par 
exemple trois injections dont la premiere faite avec 
de I 1 adjuvant de Freund complet. Les animaux peuvent 
recevoir une injection I.V. du polypeptide quelques 
heures avant I'isolement des cellules de la rate. Les 
cellules spleniques de 1' animal injecte sont ensuite 
fusionnees avec les cellules "immortelles" de la 
lignee my£lomateuse, selon la methode decrite par DI 
PAULI (DI PAULI R, and W.C., RASCHKE, (1978), in 
Current topics in Microbiology and Immunology, vol. 
81,. F. MELCHERS, M. POTTE, and N.L. WARNER, editors, 
Springer-Verlag, Berlin, 37-39), a I'aide du 
polyethylene glycol. Les cellules ayant fusionnees 
(hybridomes) sont ensuite remises en culture et 
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selectionn6es dans un milieu hypoxanthine- 
aminopterine-thymidine. A partir du mdlange hdterogfene 
des cellules ainsi obtenu, on realise alors une 
selection des cellules capables de produire un 
anticorps particulier et de se multiplier 
indefiniment. 

Les hybridomes produisant des anticorps sont 
ensuite clones et sous-clones, au mieux grace a un 
trieur de cellules, Les hybridomes sont ensuite 
reinjectes dans le peritoine d'animaux, notamment de 
souris Balb/C traitees par le pristane. Les ascites 
sont ensuites testees pour la presence d' anticorps et 
les immunoglobulines presentes dans les ascites sont 
purifiees sur colonne d"af finite, notamment sur 
proteine-A Sepharose. 

Des anticorps mono ou polyclonaux peuvent 
egalement etre produits contre la molecule entiere 
d f ECA. 

Parmi les polypeptides utilises pour la 
fabrication des anticorps polyclonaux ou monoclonaux 
sus-mentionnes, on mentionnera plus particulierement 
les polypeptides specif igues de l'ECA testiculaire a 
savoir ceux delimites par les acides amines situes aux 
positions l et 67, ou 22 et 67 de la figure 1, ou 
encore ceux possedant au moins 5 acides amines issus 
de la sequence peptidique delimitee par les acides 
amines situes aux positions 1 et 67 de la figure l. 

L 1 invention concerne egalement une methode de 
depistage, ou de dosage, in vitro d^CA ou produit 
ayant in vivo les proprietes de 1»ECA, et plus 
particulierement de l'ECA testiculaire humaine, ou 
d'un produit derivd de 1»ECA testiculaire tel que les 
polypeptides sus-mentionnes, dans un prelevement 
biologique susceptible de les contenir. Une telle 
methode de depistage selon 1* invention, peut etre 
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rdalisee soit h I 1 aide des anticorps monoclonaux sus- 
mentionnds, soit h l'aide des sondes nucl6otidiques 
ddcrites ci-dessus. 

L 1 invention a plus particulierement pour objet 
1» utilisation des anticorps polyclonaux ou monoclonaux 
obtenus a partir du polypeptide d61imit6 par les 
acides amines situes aux positions 1 et 67, ou celui 
d61imite par les acides amines situds aux positions 22 
et 67, ou encore celui issu de la sequence peptidique 
d61imit6e par les acides amines situes aux positions 1 
et 67 de la figure 1, et reconnaissant specif iquement 
ces polypeptides, pour la mise en oeuvre d'une methode 
de ddpistage, ou de dosage, in vitro , de l f ECA 
testiculaire humaine. 

L 1 invention concerne egalement 1 'utilisation des 
sondes nucleotidiques decrites ci-dessus, notamment 
celles s'hybridant avec les sequences nucldiques 
codant pour les polypeptides specif iques de 1 f ECA 
testiculaire humaine decrits ci-dessus, pour la mise 
en oeuvre de la methode de depistage ou de dosage 
sus-mentionnee . 

Ije prdlevement biologique sus-mentionne est 
effectue soit dans des tissus fluides, tels que le 
sang f soit dans des organes, ce dernier type de 
pr61evement permettant notamment d'obtenir des coupes 
fines de tissus sur lesquelles les anticorps ou les 
sondes sus-mentionnes sont ulterieurement fix6s. 

La methode de dosage selon 1' invention, procedant 
par 1 1 intermediaire des anticorps sus-mentionnes 
comprend notamment les e tapes suivantes : 

- la mise en contact d'un anticorps reconnaissant 
specif iquement 1 •ECA testiculaire ou un polypeptide 
derive de l'ECA testiculaire selon I 1 invention, avec 
le susdit pr61evement biologique dans des conditions 
permettant la production eventuelle d'un complexe 
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immunologique form6 entre 1 1 ECA testiculaire ou 
produit qui en est derivd et 1» anticorps sus- 
mentionne; 

- la detection a l'aide de tout moyen approprie 
du susdit complexe immunologique. 

Avantageusement, les anticorps utilises pour la 
mise en oeuvre d»un tel procede sont marques notamment 
de maniere enzymatique ou radio-active. 

Une telle methode selon 1' invention peut 
notamment etre realisee suivant la methode ELISA 
(enzyme linked sorbent assay) qui comprend les etapes 
suivantes : 

fixation d»une quantite predeterminee 
d 1 anticorps sur un support solide, notamment a la 
surface d'un puits d'une microplaque ; 

- addition du prelevement biologique (sous forme 
liquide) sur ledit support ; 

- incubation pendant une temps suffisant pour 
permettre la reaction immunologique entre lesdits 
anticorps et l'ECA testiculaire ou produit qui en est 
derive sus-mentionne ; 

elimination des parties non fixees du 
prelevement biologique et lavage du support solide (en 
particulier des puits de la microplaque) ; 

- addition d'une immunoglobuline marquee par une 
enzyme susceptible d'activer un substrat specif ique de 
cette enzyme, 

- addition du substrat specif ique de l'activite 
enzymatique liberee lors de la reaction immunologique 
precedente ; 

- detection, a l'aide de tout moyen approprie, de 
la degradation du substrat par 1" enzyme ; et 

- correlation de la quantite d 1 enzymes liberees a 
la concentration d»ECA humaine initialement presente 
dans le prelevement biologique. 
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Selon un autre mode de realisation de la methode 
de dosage de 1' invention, les anticorps sus-mentionnes 
ne sont pas marqu6s et la detection des complexes 
immunologiques formds entre les polypeptides et 
lesdits anticorps est r6alisee a l'aide d'une 
immunoglobuline marquee reconnaissant lesdits 
complexes. 

La methode de dosage selon 1" invention peut 
egalement etre realisee par une technique immuno- 
enzymatique suivant un mecanisme de competition entre 
les polypeptides susceptibles d'etre contenus dans le 
prelevement biologique, et des quantites 
predetermines de ces memes polypeptides, vis-a-vis 
des anticorps sus-mentionnes. Dans ce dernier cas, les 
polypeptides de I 1 invention en quantite predetermine 
sont avantageusement marques a l'aide d'un marqueur 
enzymatique. 

L 1 invention ne se limite nullement aux modes de 
realisation decrits ci-dessus pour le dosage in vitro 
des polypeptides de 1' invent ion, ce dosage pouvant 
§tre realise a l'aide de toute autre methode 
immunologique appropriee. 

L 1 invention concerne egalement une methode de 
depistage, ou de dosage, in vitro d'une ECA ou produit 
ayant in vivo les proprietes de l'ECA, et, plus 
particulierement, de l'ECA testiculaire humaine, cette 
methode procedant par detection ou dosage d'un acide 
nucleique correspondant selon le code genetique 
universel a toute ou partie de cette ECA, et etant 
realisee a partir d'un prelevement biologique 
susceptible de contenir ledit acide nucleique. Cette 
methode est caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique 
decrite ci-dessus avec le susdit prelevement 
biologique dans des conditions permettant la 
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production eventuelle d ■ un complexe d 1 hybridation 
forme entre I'acide nucleique a detecter et ladite 
sonde ; 

- la detection a l'aide de tout moyen approprie 
du susdit complexe d 1 hybridation. 

Selon un mode de realisation de 1' invention, le 
prelevement biologique sus-mentionne est, 

prealablement a la mise en oeuvre du depistage, traite 
de maniere a ce que les cellules qu'il contient soient 
lysees et, eventuellement, en ce que le materiel 
genomique contenu dans lesdites cellules soit 
fragmente a l'aide d' enzymes de restriction du type 
EcoRI, BamH I etc., ou que les ARN en soient isoles, 
notamment selon la methode decrite dans THOMAS, P.S. 
(1983) Methods Enzymol., 100, 255-266. 

Avantageusement, les sondes nucleotidiques de 
1* invention sont marquees, notamment par 1" incorpo- 
ration d'un (ou plusieurs) nucleotide soit radio-actif 
soit couple a un haptene permettant sa detection par 
un anticorps, ce dernier etant conjugue a une enzyme 
dont l'activite est facilement detectable (par exemple 
la phosphatase alcaline) . Les ADN, ou ARN, issus du 
prelevement biologique sont places sur un support 
approprie, notamment sur un filtre de nitrocellulose 
ou autre, par exemple membrane de nylon, sur lequel 
sont ensuite additionnees les sondes sus-mentionnees, 

Selon un autre mode avantageux de realisation du 
procede sus-mentionne de I 1 invention, des coupes 
histologiques sont realisees a partir du susdit 
prelevement biologique et les sondes nucleotidiques de 
l 1 invention sont mises en contact direct avec des 
coupes histologiques pour la detection des acides 
nucleiques de 1' invention par hybridation in situ. 

L 1 invention concerne egalement 1 'application de 
la methode de depistage ou de dosage de I'ECA 
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testiculaire sus-mentionnee aux diagnostic in vitro de 
pathologies specifiques des testicules (en particulier 
au niveau des cellules germinales) , notamment de 
tumeurs de testicules (encore appeles seminomes) , de 
la maturation des cellules germinales males, des 
hypofertilitds et sterilites masculines. 

Dans le cadre de diagnostic de 1 'hypofertilit^ et 
de la stdrilit6 masculine, la m§thode sus-mentionn6e 
est avantageusement realisee a partir du sperme, ou de 
cellules germinales ou du plasma seminal isoles a 
partir du sperme, ou a partir de biopsie testiculaire. 

L 1 invention a egalement pour objet des 
necessaires ou kits pour la mise en oeuvre des 
methodes de depistage, ou de dosage, in vitro sus- 
mentionnes . 

A titre d'exemple, de tels kits comprennent 
notamment: 

- une quantite determinee d'un des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux sus-mentionnes susceptible 
de donner lieu a une reaction immunologigue specif ique 
avec l^CA testiculaire ou avec un des polypeptides 
derives de 1 f ECA testiculaire selon 1' invention ; 

et/ou une quantite determinee d'ECA 
testiculaire ou un polypeptide susceptible de donner 
lieu a une reaction immunologigue avec les anticorps 
sus-mentionnes ; 

- avantageusement, un milieu approprie a la 
formation d'une reaction immunologique entre I'ECA ou 
les polypeptides de l 1 invention et les anticorps sus- 
mentionnes ; 

- avantageusement, des reactifs permettant la 
detection des complexes immunologiques produits lors 
de la reaction immunologigue sus-mentionnee. 

Dans le cadre de la mise en oeuvre d'une methode 
de depistage in vitro utilisant des sondes 
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nucleotidiques, les kits utilises comprennent par 
exemple : 

une quantity determinde d'une des sondes 
nucleotidiques sus-mentionnees susceptible de donner 
lieu a une reaction d 1 hybridation avec un des acides 
nucleiques sus-mentionnes codant pour 1 'EGA 
testiculaire ou un polypeptide ddrive de l'ECA 
testiculaire selon 1' invention ; 

- avantageusement , des reactifs permettant la 
detection des complexes d 1 hybridation produits lors de 
la reaction d' hybridation sus-mentionnee. 

L' invention concerne egalement 1 'utilisation du 
polypeptide de la figure 1 ou de tout fragment 
peptidique approprie issu de ce dernier, pour la 
conception de nouveaux inhibiteurs de 1»ECA humaine f 
plus puissants et/ou specifiques de cette derniere que 
ne le sont les actuels inhibiteurs de 1 'EGA. 

L' invention a egalement pour objet une methode de 
detection ou de dosage, d'un inhibiteur de l'ECA, ou 
de quantification de son pouvoir inhibiteur, qui 
comprend la mise en contact du polypeptide de la 
figure 1, ou de tout fragment peptidique issu de ce 
dernier et possedant une activite enzymatique du type 
de celle de l^CA, avec ledit inhibiteur, et la 
determination, pour ces inhibiteurs de la constante de 
dissociation [Ki] et de la concentration necessaire a 
un inhibition de 50% [IC 50 ]de l'enzyme. 

L f invention concerne egalement l 1 utilisation du 
polypeptide de la figure 1, ou de tout fragment de ce 
dernier, tel que decrit ci-dessus, capable 
d"hydrolyser les kinines, notamment la bradykinine, 
dans le traitement des maladies inflammatoires, ou 
infectieuses, de la pancreatite aigue, et plus 
generalement de maladies ou une liberation de kinines 
dans I'organisme pourrait jouer un role pathogene. 



WO 91/00354 



PCT/FR90/00513 



24 

A ce titre, I 1 invention concerne plus 
particulierement des compositions pharmaceutiques pour 
le traitement des maladies indiquees ci-dessus, 
caracterisee par I 1 association de tout ou partie du 
polypeptide de la figure 1, capable d'hydrolyser les 
kinines, notamment la bradykinine, avec un vdhicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

La presente invention a 6galement pour objet 
1» utilisation des sondes nucleotidiques de 
l 1 invention, capables de s'hybrider avec le gene 
responsable de l 1 expression de 1»ECA testiculaire 
humaine dans les conditions decrites ci-dessus, pour 
la determination des differentes formes alleliques du 
gene sus-mentionne. 

L f invention a egalement pour objet toute sequence 
nucleotidique d f environ 15 a environ 30 nucleotides 
issue de la sequence nucleotidique de la figure 1, ou 
une sequence complementaire de cette derniere, ou 
encore une sequence d 1 environ 15 a 30 nucleotides 
susceptible de s'hybrider (dans les conditions 
decrites ci-dessus) avec ladite sequence d 1 environ 15 
a 30 nucleotides issue de la figure 1, et 
l 1 utilisation de telles sequences en tant qu 1 amorces 
permettant 1 'amplification genique de toute ou partie 
de la sequence nucleotidique de la figure 1, notamment 
selon la methode d 1 amplification decrite dans la 
demande de brevet europeen n* 86/302.298.4 du 
27/03/1986. 

Ces amorces oligonucleotidiques sont 

particulierement utiles dans le cadre de la synthese 
de l f ECA testiculaire par voie du genie gen6tique 
telle que decrite ci-dessus , dont les differentes 
etapes sus-mentionnees sont precedees par une etape 
d f amplification du gene codant pour I'ECA testiculaire 
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prealablement k I'etape de transformation des cellules 
hotes • 

L 1 invention concerne egalement une mdthode de 
detection in vitro de 1 'ARNm codant pour l'ECA 
testiculaire, telle que decrite ci-dessus, comprenant 
une etape prealable d» amplification de toute ou partie 
de cet ARNm (ou 1 1 amplification de la copie d'ADN de 
l'ARN codant pour 1 ! ECA testiculaire), le cas echeant, 
isole des autres constituants cellulaires, a I'aide 
d'un ou de plusieurs, couple d' amorces telles que 
definies ci-dessus. 

A ce titre, l 1 invention a egalement pour objet 
des kits de diagnostic tels que decrits ci-dessus, et 
contenant egalement au moins un couple d' amorces sus- 
mentionnees, ces amorces etant susceptibles 
d' amplifier le nombre de copies de l f acide nucleique a 
detecter en presence d'une polymerase appropriee et 
des quant ites appropriees des 4 desoxy nucleotides 
triphosphate differents, dATP, dGTP f dCTP et dTTP. 

Des caracteristiques supplementaires de 
1* invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit du clonage de l'acide nucleique 
codant pour I'ECA testiculaire humaine, ainsi que des 
sondes utilisees pour ce clonage, etant entendu que 
cette description ne saurait etre interpretee comme 
tendant a restreindre la portee des revendications • 

I - SEQUENCAGE DE L 1 ADK COMPLEMENT AIRE DE L v ECA 
TESTICULAIRE HUMAINE 

Une banque d'ADNc de testicules humains amorcee 
avec de l'oligofdT), construite dans le phage Agtll 
(clontech laboratories Inc.) a ete criblee en 
utilisant la sonde decrite ci-dessous. 

Les hybridations avec les phages ont ete 
effectuees selon la methode de Benton WD et Davis RW 
Science (WASHINGTON) 1977, 196 , 180-182. Plus 
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precisement les hybridations ont dt6 effectuees dans 
une solution constitute de 6XSSC (1XSSC correspond a 
NaCl 150 EM, citrate de sodium 15 mM) , 0 f l % de 
NaDodS0 4 , tampon NaP0 4 5 0 mM a pH 6,8, 0 r l mg/ml d 1 ADN 
denature, de sperme de saumon h 65 *C. 

La sequence utilisee comme sonde est contenue 
dans le bacteriophage A19-22 et represente les 3248 
derniers nucleotides de la sequence d 1 ADN 
complement aire (position 691 a 4024) , telle que 
decrite dans I 1 article de SOUBRIER F. et al, sus- 
mentionne. Elle a ete choisie car elle hybride avec 
1 , ARN messager de l'ECA dans le testicule humain. La 
sequence clonee de I 1 ADN de l f ECA endoth£liale a £te 
utilisee comme sonde, par marquage statistique a 
I'aide de la DNA polymerase I de E.coli et d' amorces 
oligonucleotidiques, selon la methode decrite par 
FEINBERG AP et al (1983) Anal. Biochem., 132, 6-13. En 
utilisant 1 1 alpha [ 32 P] , deoxycytidine triphosphate, 
d' activity specif ique 3000cies/mmole, la sonde a une 
activite specif ique de 2 a 8 x 10 9 cpm/jug d'ADN. La 
concentration de la sonde radioactive dans la solution 
d» hybridation des f litres est de 10 6 cpm/ml. Les 
filtres ont ensuite 6te laves en condition de forte 
stringence (lavage final en 0,1 x SSC, 0,1 % NaDodS0 4 ) 
a 68 °C pendant 30 minutes. Le criblage de 2 x 10 6 
clones de la banque a permis d f isoler 17 clones 
positifs. Parmi ceux-ci , deux clones positifs ont ete 
isoles. Les fragments d 1 ADN inseres dans les phages 
recombinants ont ete purifies et inseres dans le site 
EcoRI du plasmide pBluescript (Sratagene) . La sequence 
des insertions a ete obtenue soit directement sur 
1 1 ADN double brin des plasmides, soit en obtenant de 
l'ADN simple brin en infectant les cultures a I'aide 
du phage helper KQ7. 
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La determination de la sequence nucleotidigue de 
ces clones a ete effectuee par la methode de Sanger 
(SANGER, F. et al (1977), Proc. Natl. Acad. Sci. , USA, 
74, 5463-5467) en utilisant soit l'ADN polymerase de 
klenow, soit 1»ADN polymerase de T7 modifiee 
(Sequenase, US Biochemical) . Quelques regions ont ete 
sequencees en utilisant a la place de la 
deoxyguanosine tri-phosphate (dGTP) , le deoxyinosine 
tri-phosphate (dlTP) ou le deaza-deoxyguanosine tri- 
phosphate (7-deaza dGTP). L ' electrophorese des 
fragments margues par le [S 35 ] dATP a ete pratiguee 
sur gel d 'uree-poly aery 1 amide. Les sequences ont ete 
determinees en synthetisant des oligomeres de proche 
en proche toutes les 350 paires de base environ gui 
ont servi d' amorces echelonnees le long de la 
sequence. 

Le clone AhtlO contient une sequence d'une 
longueur de 2217 nucleotides et qui s'etend de la 
position 260 a 2477 de la sequence du cDNA 
testiculaire portee sur la figure 1. Ce clone s'etend 
dans la region 3« de l'ARN messager jusgu'a la 
sequence de polyadenylation et comprend une courte 
sequence poly (A) . Le clone Ahtl6, d'une longueur de 
2263 nucleotides, correspond a la region du cDNA 
testiculaire situee entre la position 50 et 2313 de la 
figure 1. Un oligomer d'une longueur de 22 
nucleotides, a ete synthetise et utilise pour cribler 
a nouveau la banque afin d'obtenir des clones 
correspondant a la region la plus 5* de l'ARN 
messager. La sequence de cet oligomer est contenue 
dans la seguence du clone Ahtl6 (position 59 a 80) . 
L' oligomer a ete marque auN 7-[ 32 P-] adenosine 
triphosphate ATP (activite specif ique 5000cies/mmole) 
a l'aide de la T4 polynucleotide kinase. L' activite 
specif ique de la sonde est de 5 x 10 6 cpm/pmole. Les 
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filtres ont 6te cribles dans les memes conditions que 
pr£cis£es au dessus & part les modification suivantes 
: la temp6rature d 1 hybridation 6tait de 60 *C ct la 
temperature de lavage de 65 *C dans une solution 2 X 
SSC. Ce criblage a permis d'isoler le clone Aht341, 
d'une longueur de 2,2 kb, qui s'etend en 5' jusqu'au 
nucleotide 31 du cDNA testiculaire de l'ACE. 

De maniere a obtenir 1 1 ADN complementaire 
correspondant a 1'extremite 5 1 de 1 'ARN messager 
codant pour l'ECA testiculaire, une autre banque de 
donnee d'ADNc a 6te construite en utilisant 5 ng d'ARN 
isole a partir de tissu testiculaire humain obtenu 
lors d'une intervention chirurgicale. La banque d ' ADN 
complementaire a 6te construite selon la m6thode de 
Gubler et Hoffman (Gene (1983), 25, 263-269), en 
utilisant deux amorces* D'une part une amorce 
specif ique de 1 1 ARN messager de l'ECA, determine par 
la sequence des clones precedemment obtenus .lis 1 agit 
d'un oligomer de 17 bases (ATH17), complementaire 
d'une sequence localisee en position 228-244 de la 
figure 1. La seconde amorce correspond a l'oligo- 
d(T) 12-18 mers (pharmacia) . Les ADN complementaires 
double-brin ont ete synthetises puis inseres dans le 
phage Agt 10 coupe par 1' enzyme EcoRI selon la m6thode 
de Koenig et al (Koenig, M et al, (1987) Cell, 50, 
509-517) . 

Les phages recombinants (1 x 10 6 phages 
recombinants) ont ete cribles a l'aide de l 1 oligomer 
TH16, marque comme precedemment. Les conditions de 
criblage de la banque sont identiques a celles 
decrites plus haut avec la meme sonde. Parmi les 
clones positifs obtenus, le clone Aht221, d'une 
longueur de 244 paires de base a ete sequence. II 
contient la partie la plus 5 1 de 1 'ARN messager codant 
pour l'ECA testiculaire. 
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La sequence de 1 *ARN messager testiculaire, telle 
qu'elle peut etre deduite de la sequence nucleotidique 
composite du cDNA testiculaire obtenue a partir des 4 
clones, est longue de 2477 nucleotides. Elle presente 
une sequence nucleotidique identique a celle de l'ARN 
messager endothelial, en 3' de la position 228 du cDNA 
testiculaire. En 5' de cette position les deux ARN 
messagers testiculaires et endotheliaux divergent et 
la sequence sptcifique testiculaire determinee est de 
228 nucleotides. Depuis le premier codon ATG jusqu'au 
codon stop, il existe une phase ouverte codant pour 
732 acides amines. L« analyse de la sequence peptidique 
deduite de la sequence nucleotidique montre qu'il 
existe apres la methionine de depart de la traduction, 
un peptide qui presente les caracteristiques d'un 
signal peptide et en utilisant le programme decrit par 
VON HEIJNE (Nucleic Acids Research, (1986), 14, 
4683-4690) pour la prediction des sites de coupure 
d'un signal peptide, le site de coupure du signal 
peptide se situerait entre l'acide amine en position 
21 et celui en position 22. A la suite de cette 
sequence signal, la sequence peptidique specif ique de 
l'ECA testiculaire est tres riche en serine et en 
threonine, sites potent iels de glycosylation , et ce 
type de sequence est evocateur de O-glycosylation 
groupee . 

Les caracteristiques enzymatiques de 1' enzyme 
testiculaire etant identiques a celle de 1' enzyme 
endotheliale, notamment en ce qui concerne le Km, la 
Vmax, et Kcat sur 1 ' angiotensine I, la comparaison de 
sa structure avec celle de 1' enzyme endotheliale 
apporte des informations interessantes concernant les 
relations structure activite dans la molecule d'ECA. 
En effet, 1' enzyme endotheliale est constitute de deux 
grands domaines, tres homologues entre eux. Chacun de 
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REVINDICATIONS 

1. Acide nucldique caractSrise en ce qu'il 
comprend la sequence nucleique de la figure l f ou une 
partie de cette sequence, cette partie comprenant 
elle-meme toute ou partie de la sequence nucleique 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 29 
et 229 de la figure 1, et en ce qu'il code pour un 
polypeptide, ce polypeptide etant : 

- susceptible d'etre reconnu par des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux reconnaissant 
specif iquement tout peptide issu de la sequence 
peptidique delimitee par les acides amines situes aux 
positions 1 a 67 de la figure 1, 

- et, le cas echant, capable d'hydrolyser 
l'angiotensine I et/ou les kinines, notamment la 
bradykinine, 

ou tout acide nucleique ne se distinguant du precedent 
au niveau de sa sequence nucleotidique que par des 
substitutions de nucleotides n'entrainant pas la 
modification de la sequence en acides amines du susdit 
polypeptide dans des conditions propres a lui faire 
perdre les susdites proprietes. 

2. Acide nucleique caracterise en ce qu'il est 
susceptible de s'hybrider avec 1" acide nucleique 
represents sur la figure 1, dans les conditions 
d 1 hybridation stringentes suivantes : 

denaturation de 1" acide nucleique (ADN) 
susceptible de s'hybrider avec celui de la figure 1, 
par traitement a l'aide d'une solution alcaline (0,5 M 
NaOH) , suivie d'un passage a pH neutre, 

- traitement de prehybridation du support (filtre 
de nitrocellulose ou membrane de nylon) , sur lequel 
est fixe 1" acide nucleique represents sur la figure 1, 
a 50 *C pendant 3 heures avec une solution ayant la 
composition suivante : 25 mM KP0 4 , pH 7,4 ; 5 x SSC ; 
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5 x Denhardt's ? 50 fig/ml d'ADN de sperme de saumon 
soniqu6 ; 0,1 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS ou NaDod 
son , 

- replacement de la solution de pr6-hybridation 
au contact du support par une solution tampon ayant 
une composition identique a celle de pr6-hybridation 
indiquee ci-dessus, (plus eventuellement 10 % de 
Dextran) , et comprenant 1' acide nucleique de la figure 
1 en tant que sonde marquee, notamment de maniere 
radioactive, et prealablement denaturee par un trai- 
tement a 90 °C pendant 3 minutes, 

- incubation pendant 12 heures a 60 C C, 

- lavages successifs avec les solutions suivantes : 

. 2 x SSC, pendant 30 minutes a 60 # C a 2 
reprises, 

. 1 x SSC, 0,1 % SDS pendant 1 a 2 fois 15 
minutes a 65* C« 

3. Acide nucleique caracterise en ce que qu f il 
est susceptible de s'hybrider avec l 1 acide nucleique 
de la figure 1 dans des conditions non stringentes 
reprenant les caracteristiques essentielles des 
conditions stringentes definies dans la revendication 
2, sauf pour ce qui concerne la temperature qui est de 
40 °C dans les conditions non stringentes, et les 
lavages successifs qui, dans les conditions non 
stringentes, sont realises a 1 'aide de 2 x SSC avec 
ou sans SDS a 45°C pendant 15 minutes a 2 reprises. 

4. Acide nucleique selon la revendication l r 
caracteris6 en ce qu f il comprend une sequence d'ADN 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 92 
et 2224 de la figure 1, codant pour l'ECA testiculaire 
humaine mature. 

5. Acide nucleique selon la revendication 4, 
caracteris6 en ce que ladite sequence d'ADN codant 
pour I'ECA testiculaire humaine mature est precedee 
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par une sequence d 1 ADN delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 29 et 91 de la figure l r cette 
derniere codant pour un peptide signal de 21 acides 
amines . 

6. Acide nucleique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence d' ADN 
s'etendant entre, d'une part, le nucleotide situe 
entre les positions 1 a 92 et, d 1 autre part, le 
nucleotide situe entre les positions 229 a 2224 de la 
figure 1. 

7. Acide nucleique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence d 1 ADN 
d'environ 15 a 201 nucleotides, issue' de la sequence 
nucleique s'etendant entre le nucleotide situe a la 
position 29 et le nucleotide situe a la position 229 
de la figure 1. 

8. Acide nucleique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence d 1 ADN 
d« environ 15 a 135 nucleotides, issue de la sequence 
nucleique s'etendant entre le nucleotide situe a la 
position 92 et le nucleotide situe a la position 229 
de la figure 1. 

9. Polypeptide code par 1' acide nucleique selon 
la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend 
toute ou partie de la sequence peptidique delimitee 
par les acides amines situes aux positions 1 a 732 de 
la figure 1, et en ce qu'il est 

suceptible d'etre reconnu par des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux reconnaissant 

specifiquement tout peptide issu de la sequence 
peptidique delimitee par les acides amines situes aux 
positions 1 a 67 de la figure 1, 

et, le cas echant, capable d'hydrolyser 
I'angiotensine I et/ou les kinines, notamment la 
bradykinine. 
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10. Polypeptide selon la revendication 9, 
caracterise par la sequence peptidique delimitee par 
les acides amines situ6s aux positions 22 et 732 de la 
figure 1. 

11. Polypeptide selon la revendication 9, 
caracterise par la sequence peptidique delimits par 
les acides amines situes aux positions 1 et 67 de la 
figure 1 

12. Polypeptide selon la revendication 6, 
caracterise par la sequence peptidique delimitee par 
les acides amines situes aux positions 22 et 67 de la 
figure 1. 

13. Polypeptide selon la revendication 9, 
caracterise par la sequence peptidique d f environ 5 a 
67 acides amines, issue de la sequence peptidique 
delimitee par les acides amines situes aux positions 1 
et 67 de la figure 1, 

14. Polypeptide selon la revendication 9, 
caracterise par la sequence peptidique d f environ 5 a 
45 acides amines, issue de la sequence peptidique 
delimitee par les acides amines situes aux positions 
22 et 67 de la figure 1. 

15. Acide nucleique caracterise en ce qu^l 
comprend une sequence nucleotidique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8 associee avec un 
promoteur sous le controle duquel la transcription de 
ladite sequence est susceptible d'etre d f effectuee et, 
le cas echeant, une sequence d'ADN codant pour des 
signaux de terminaison de la transcription. 

16. ,£ Vecteur recombinant, notamment plasraide 
recombinant, ou virus recombinant, capable de 
transformer, ou d'infecter, une cellule hote 
appropriee, notamment une cellule eucaryote, ledit 
vecteur contenant un acide nucleique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8 sous le controle 
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d' elements de regulation pennettant 1« expression de ce 
fragment d'ADN dans la cellule note, notamment d'un 
promoteur reconnu par les polymerases de ladite 
cellule note. 

17. Procddt de production de l'ECA testiculaire 
humaine, mature ou non, ou d'un polypeptide issu de 
l'ECA testiculaire humaine selon l'une quelconque des 
revendications 9 a 15, ce procede comprenant la 
transformation de cellules notes au moyen du vecteur 
selon la revendication 16, la mise en culture des 
cellules notes transformees dans un milieu de culture 
approprie et la recuperation de 1' enzyme a partir de 
ces cellules ou du milieu de culture. 

18. Anticorps polyclonal ou monoclonal, 
caracterise en ce qu'il est dirige contre un 
polypeptide selon l'une quelconque des revendications 
9 a 15. 

19. Sonde nucleotidique caracterisee en ce 
qu'elle est constitulee par une sequence nucleotidique 
susceptible de s'hybrider avec toute ou partie de 
l'acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications la8, dans les conditions definies 
dans la revendication 2 ou la revendication 3, ou 
toute sonde nucleotidique ne se distinguant de la 
precedente au niveau de sa sequence nucleotidique que 
par des substitutions de nucleotides n'entrainant pas 
la modification des proprietes d 'hybridation de ladite 
sonde avec l'acide nucleique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 8. 

20. Amorce nucleotidique caracterisee en ce 
qu'elle est constitute d'une succcession d' environ 15 
a 30 nucleotides issue d'une sequence nucleotidique 
selon l'une des revendications 1 a 8, ou d'une 
sequence complementaire de cette derniere, ou en ce 
qu'elle est constitute d'une succession d' environ 15 a 
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30 nucleotides susceptible de s'hybrider avec I'une de 
ces sequences* 

21. Mdthode de depistage, ou de dosage, in vitro 
d'une ECA ou produit ayant in vivo les propri^tes de 
I'ECA, et, plus particuliferement, de 1 "ECA 
testiculaire humaine, dans un prelevement biologique 
susceptible de la contenir, caracterisee en ce qu^elle 
comprend : 

- la mise en contact d'un anticorps selon la 
revendication 18, avec le susdit prelevement 
biologique dans des conditions permettant la 
production eventuelle d'un complexe immunologigue 
forme entre l'ECA ou produit qui en est derive et 
1» anticorps sus-mentionne ; 

- la detection du susdit complexe immunologique. 

22. M6thode de depistage, ou de dosage, in vitro 
d'une ECA ou produit ayant in vivo les proprietes de 
l'ECA, et, plus particulierement, de l'ECA 
testiculaire humaine dans un prelevement biologique 
susceptible de la contenir, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

- le cas echeant, 1 1 amplification du nombre de 
copies de I'acide nucleique a detecter a 1'aide d'un 
couple d 1 amorces selon la revendication 20, 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique 
selon la revendication 19, avec le susdit prelevement 
biologique dans des conditions permettant la 
production dventuelle d'un complexe d 1 hybridation 
form6 entre la sonde et I'acide nucleique a detecter, 

- la detection du susdit complexe d 1 hybridation. 

23. Methode de depistage in vitro selon la 
revendication 21 ou 22, appliquee au diagnostic in 
vitro de la maturation des cellules germinales males 
humaines, des hypofertilites, et des sterilites 
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masculines / ou encore des tumeurs testiculaires (ou 
seminomes) . 

24. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une methode de depistage in vitro selon les 
revendications 21 et 23 comprenant : 

- une quantite d6terminee d'un anticorps selon la 
revendication 18 susceptible de donner lieu a une 
reaction immunologique avec un polypeptide a detecter 
selon l'une quelconque des revendications 9 a 15 ; 

- avantageusement, un milieu approprie a la 
formation d'une reaction immunologique entre le po- 
lypeptide et l 1 anticorps sus-mentionnes ; 

- avantageusement, des reactifs permettant la 
detection des complexes immunologiques formes entre le 
polypeptide et l 1 anticorps lors de la susdite 
reaction immunologique, 

25. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une methode de depistage in vitro selon les 
revendications 22 et 23 comprenant : 

- le cas echeant, au moins un couple d 1 amorces 
selon la revendication 20, 

une quantite determinee d'une sonde 
nucleotidique selon la revendication 19, susceptible 
de donner lieu a une reaction d' hybridation avec un 
acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8 ; 

- avantageusement, un milieu approprie a la 
formation d'une reaction d' hybridation entre 1' acide 
nucleique et la sonde sus-mentionnee ; 

- avantageusement, des reactifs permettant la 
detection des complexes d' hybridation formes entre 
1" acide nucleique et la sonde lors de la susdite 
reaction d» hybridation. 

26. Compositions pour le traitement de maladies 
inflammatoires ou infectieuses, notamment de la 
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pancr6atite aigue, et des maladies ou les kinines 
jouent une role pathog^ne, caracteris^es par 
1 1 association d*un polypeptide selon l f une quelconque 
des revindications 9 a 15, avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
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